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Abstract The target of this study is to understand self-organization of hierarchic
structures in biosystems. To this end, we focus on the movement mechanism of muscle
proteins in molecules levels.
The properties of hierarchic structure are clarified by comparing hierarchic structures
of biology and machines. While the components of hierarchy in biosystems and machines
are different, the structures share some common properties. However, the formation and
sustention process of the substance and structure are different. The substances of biology
are synthesized and degraded using external substance and energy. The structure of
biology is self-organized by weak interactions between those substances. Therefore, the
structure of biology is flexible and variable in time and space. On the other hands, the
machines are composed of artificial substances, and those substances are not change in
time. The structure of machines is constructed by strong interactions between those
substances. Therefore, the structure of machines is hard and stable.
The hierarchic structure of functions in biology and machines is different due to the
difference of those structural properties. The functions of biology are occurred due to
interactions between substances or structures. Thereby, it is also variable momentarily.
On the other hands, the functions of machines are inherencies in the structure, and
it is also stable in time. On the other words, in biology, the hierarchy of structures
and functions is self-organized dynamically, and the actions between those hierarchies
are dynamic. The hierarchy between biology and machines is different in that regard.
Therefore, it is important to know the formation mechanism of self-organized hierarchic
structure in biology for constructing the information processing system, which has the
similar structures of formation mechanism and information processing in biology. In this
study, aim is the clarification of the regulation mechanism of actin filaments on muscle
contractions in self-organized orders formations in biology.
In biology, the systems, which have the mechano-chemical system of proteins, show
the various and complex behaviors in addition to periodic rhythms. Therefore, it is
important to know the various orders and its generation mechanisms in protein levels
for understanding the mechanisms of order formation in biology. In this study, the orders
and its mechanisms are investigated about the sliding movement of actin filaments on
an actomyosin system as a major example of mechano-chemical systems.
The sliding movement of actin filaments on an actomyosin system is composed of the
motor proteins called myosins and the rail proteins called actins. The movement mech-
anism is generally explained as resulting from the move of actin filaments by myosins,
which hydrolyzed the ATP molecules. However, the actin filaments need the mechanism,
which is the regulation of actions of many myosins, because the actions of many myosins
act on an actin filament. The actin filaments while sliding on myosins are examined in
detail.
The actin filaments while sliding on myosins in a reconstruction motility assay system
are observed. The local transformation of actin filaments while sliding is investigated by
the methodology, which combined the video processing technique and image analysis.
As a result, the local windings of filaments propagated along the actin filaments, and
the propagation velocity was about twice the average sliding velocity of actin filament.
On the slow sliding actin filaments, the direction of winding propagation was from the
head-end to the tail-end of filaments. The fast sliding actin filaments showed complex
patterns of windings and soliton like phenomena. The patterns are the repeat, dissipa-
tion, reflection of windings, and the fusion of a few windings. On the other hands, the
non-sliding actin filaments did not show the winding propagation and winding patterns.
It is thought that the windings along actin filaments occur due to the actions of
myosins. Therefore, the relationship of actions between the sliding actin filaments and
myosins is investigated. The actions are estimated from the height of actin filaments,
because the actin filaments and myosins cannot be observed at the same time. The new
methodology is developed for the height estimation. The method is used the property
of evanescent illumination, because the fluorescent intensity decay as the distance from
the glass surface to the fluorescent substance increase. Using this methodology, the
fluorescent-labeled actin filaments on myosins are observed in the absence of ATP. As
a result, the actin filament fluctuated up and down in height from 60 nm to 300 nm.
When the actin filaments were low height comparable to myosin heads, the actin fila-
ments fluctuated in the operation range of myosin heads. This result suggests that the
actions between actin filaments and myosins occur at low position. The up and down
displacements of sliding actin filaments were measured. As a result, the actin filaments
move while repeating the turndown from high positions to low positions. The sliding
actin filaments move on the different trajectories each part of filaments. However, those
trajectories were same when the actin filaments were low. These results show that the
3
Doctor’s Thesis at Future University Hakodate, 2011 Itsuki KUNITA
actions between actin filaments and myosins are intermittent. Therefore, it is thought
that the local windings of actin filaments occur due to intermittent actions of myosins.
The actin filament was modeled simply for understanding the mechanism of the wind-
ing propagation along the actin filaments. This model is one-dimensional elastic body
model, which is connected between units using springs. As a result, the similar local
winding patterns in the sliding actin filament were found when the model met the fol-
lowing. 1) The external actions to each unit are intermittent, and the units have the
refractory period to external actions. 2) The connections between units are nonlinear.
3) The connections between units are weak. These conditions correspond to following on
the actin filament. 1) The actions of myosins are intermittent, and the actin monomers
have the refractory period to actions of myosins. 2) The connections between actin
monomers are nonlinear, or the actin monomers have the nonlinear properties. 3) The
connections between actin monomers are weak, and the actin filaments are flexible.
These results show the possibility that an actin filament have the mechanism, which
is self-organized regulation of actions of myosins by the winding propagations along the
actin filament. On the movement of actomyosin system, generally myosins play a most
important role by extracting chemical bond energy from ATP. However, it is thought
that the actin filaments play an important role, which is the regulation of the sliding
movement for regulation of the actions of myosins. It is also thought that the regulation
needs the flexible structure and the internal regulation.
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中に 2個の高エネルギーリン酸結合を含む (図 2.1.2)[O4]．溶液中で高エネルギー










アクチン (図 2.1.3)は 375個のアミノ酸を含む 1本のポリペプチド鎖からなり，
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切断される性質を持つ．また，モノマーアクチンとアクチン繊維とを区別するた
めに，モノマーアクチンはG-アクチン (globular actin; G-actin)，アクチン繊維は







ミオシン (図 2.1.4)は，分子量約 200,000の 2本の重鎖 (heavy chain)と分子量
約 20,000の 4本の軽鎖 (light chain)からなる分子量約 500,000，全長約 160 nmの
タンパク質である [R1]．ミオシンは，葉状の部分 (ヘッド)と長い棒状の部分 (ロッ
ド)をもつ．
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ルは，首振りモデルおよびレバーアームモデルがタイトカップリングであるのに
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図 2.1.1 筋肉の階層構造
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図 2.1.2 ATPの分子構造
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図 2.1.3 アクチン繊維の構造
Figure 2.1.3 A structure of an actin filament
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図 2.1.4 ミオシンの分子構造
Figure 2.1.4 A molecular structure of myosin
ミオシンは，分子量約 200,000の 2本の重鎖 (heavy chain)と分子量約 20,000の 4本の軽鎖 (light
chain)からなる分子量約 500,000，全長約 160 nmのタンパク質である．ミオシンは，葉状の部分
(ヘッド)と長い棒状の部分 (ロッド)をもつ．ヘッドの大きさは，長さが約 20 nm，幅が約 7 nmで
ある．ヘッドは 2つあり，それぞれが ATP分解活性 (ATPase活性)部位，アクチン結合部位，軽
鎖結合部位を持つ．
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図 2.1.5 レバーアームモデル
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図 2.1.6 ルースカップリングモデル

















































































































































































































































































Doctor’s Thesis at Future University Hakodate, 2011 Itsuki KUNITA
蛍光輝度の二次元ガウス分布の平均値が蛍光物質の位置となる．この測定の分解














折率 nhの物質に入射すると，屈折角 θ2で屈折率 nlの物質を透過して残りは反射
する．このとき，入射角と屈折角には以下の式に示すスネルの法則が成立する．
nh sin θ1 = nl sin θ2






(θc < θ1 < 90°)で入射光は全て反射するので，この現象を全反射という．全反射
が生じている場合には透過光は存在しないが，数学的にはスネルの法則から入射
34










ここで，相対屈折率を n ≡ nl/nhと置いた．この関係式を変形すると，入射角と
屈折角について以下の関係式を得る．
cos2 θ2 = 1− sin2 θ2
cos2 θ2 = −( 1
n2
sin2 θ1 − 1)




sin2 θ1 − 1
このとき，入射光が全反射されるにも関わらず，屈折率 nlの物質に光が入り込む
とする．その場合の電場ベクトルの大きさは以下となる．
E(x, z) = I0exp{−iωt+ ik2(x sin θ2 + z cos θ2)}
ここで，I0は z = 0での場の強度，ω(= 2piν)は角周波数，k2(= 2pi/λ)は屈折率
n2の物質中の光の波数である．この式にスネルの法則と先に導出した入射角と屈
折角の関係式を代入すると, 以下の関係式を得る．
E(x, z) = I0exp{−iωt+ ik2(x
n




sin2 θ1 − 1)}
ここで，右辺の±のうち−は |E(x, z)|が発散してしまうので破棄すると，電場ベ
クトルの大きさは以下となる．






sin2 θ1 − 1)}
この場に発生する光をエバネッセント光という．さらに，実数値のみが測定可能
なので電場ベクトルの大きさは以下のようになる．




sin2 θ1 − 1}
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sin2 θ1 − 1
以上の理論を本研究での測定に適用すると，アクチン繊維の高さは，スライド







































タラーゼ (catalase, from Bovine Liver)，グルコースオキシダーゼ (glucose oxidase,
from Aspergillus niger)，ベンジルスルホニル=フルオリド (PMSF)は和光純薬の生
化学用を用いた．塩化カリウム (KCl)，塩化マグネシウム (MgCl2)，水酸化カリウ










Coomassie Brilliant Blue R 250はMERCK社製を用いた．トリスヒドロキシメチ
ルアミノメタン，アデノシン-5’-三リン酸2ナトリウム塩 (ATP)，α-キモトリプシン
(Type VII, TLCK-treated, from Bovine Pancreas)，牛血清アルブミン (BSA, from
Bovine Serum)，Poly-L-Lysine(MW=30,000～50,000)，ファロイジン (Phalloidin,
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from Amanita phalloides)，テトラメチルローダミンBイソチオシアン酸塩ファロ




水は，超純水製造装置 (MILLIPORE Elix10 Milli-Q gradient A10)を経た超純












では，アクチンの吸光係数を ²290−310 = 0.62 cm2/mg，ミオシンの吸光係数を ²280
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4.2.1 アクチンの精製方法
アクチンは，ウサギ (JW, オス, 2.6～3.0 kg)の背筋および後肢筋から抽出，精
製された．ウサギから取り出された筋肉はミンサー (OHMICHI, OMC-12)でミン
チにされた．筋肉からミオシンを除くために，ミンチ 100 gにつき氷温のGuba-
Straub溶液 (KCl 22.36 g/L, KH2PO4 13.61 g/L, K2HPO4 8.71 g/L, EDTA・2K
2.02 g/L) 300 mlを加えてミオシンを抽出した．抽出混液を 8,000 rpm, 12 min, 4










渣に冷却超純水を加えて 4 ℃で一晩静置した後，8,000 rpm, 20 min, 4 ℃で冷却遠
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アセトンパウダー 1 gに対してG-Buffer(1.0 mM NaHCO3 (pH=8.0), 0.2 mM
ATP, 0.1 mM CaCl2, 0.1 mM DTT) 20 mlを加えて氷温で 20分間攪拌し，アクチ
ンを抽出した．抽出混液を二重のガーゼで絞り，筋肉残渣と抽出液に分離した．抽
出液を 8,000 rpm, 20 min, 4 ℃で冷却遠心分離 (HITACHI humic CR21G; R16AF
Rotor, 250PC Bottle)し，抽出液に含まれる筋肉残渣の残留物を沈殿させた．上
澄みを回収してアクチン溶液とし，25 ℃のウォーターバス (AS ONE, THERMO
MAX TM-1)で 10分間静置した．アクチン溶液のイオン強度を上げてアクチンを
重合させるために，アクチン溶液の 19分の 1体積の F-Solution(1.0 M KCl, 0.2
M MgCl2)を加えて攪拌して 25 ℃のウォーターバス (AS ONE, THERMO MAX
TM-1)で 90分間静置した．次に，アクチン溶液のKCl濃度が最終的に 0.6 Mと
なるように 3 M KClを加えた後，アクチン溶液を氷温で 15 分間静置した．これ
により，アクチン繊維に結合しているトロポミオシンを解離させた．次に，アク
チン溶液を 30,000 rpm, 2 h, 4 ℃で超遠心分離 (HITACHI humic 70MX; P45AT
Rotor, 80PC Bottle)し，重合せずに遊離しているモノマーアクチンを含む上澄み
を除去した．アクチン繊維を含む沈殿はG-Bufferで回収され，G-Bufferで 2日間
透析 (ナカライテスク, VT801 M.W. Cutoff 6,000-8,000)してアクチン繊維を脱重
合した．最後に，アクチン溶液を 30,000 rpm, 2 h, 4 ℃で超遠心分離 (HITACHI




ミオシンは，ウサギ (JW, オス, 2.6～3.0 kg)の背筋および後肢筋から抽出，精
製された．ウサギから取り出された筋肉はミンサー (OHMICHI, OMC-12)でミ
ンチにされた．筋肉からミオシンを抽出するために，ミンチ 100 gにつき氷温の
Guba-Straub溶液 (KCl 22.36 g/L, KH2PO4 13.61 g/L, K2HPO4 8.71 g/L, EDTA・
2K 2.02 g/L)300 mlを加えて，抽出混液を氷冷しながら時々攪拌した．抽出時間は
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14分 30秒とした．抽出混液をミオシン溶液と筋肉残渣に分離するために，8,000






ミオシンを得るために，7,000 rpm, 20 min, 4℃で冷却遠心分離 (HITACHI humic
CR21G; R9A Rotor, 1000PC Bottle)した．上澄みを取り除いて沈殿したミオシン




一に溶解されたミオシン溶液を 30,000 rpm, 60 min, 4 ℃で超遠心分離 (HITACHI,
humic 70MX; P45AT Rotor, 80PC Bottle)した．ミオシンを含む上澄みを回収し
た．ミオシン溶液のイオン強度を下げてミオシンを凝集させるために，ミオシン
溶液に冷却超純水を加えて 8倍に希釈した．ミオシン懸濁液を 7,000 rpm, 20 min,
4 ℃で冷却遠心分離 (HITACHI, humic CR21G; R9A Rotor, 1000PC Bottle)して，
ミオシンを含む沈殿を最終溶解容積の 5分の 1容積のBuffer (2.85 M KCl, 0.35 M
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溶液に冷却超純水を加えて 8倍に希釈してミオシンを凝集させた．ミオシン懸濁
液を 12,000 rpm, 10 min, 4℃で冷却遠心分離 (HITACHI humic CR21G; R20A2
Rotor, 50PC Tube)して，上澄みを取り除いた．ミオシンを含む沈殿をBuffer (1.0
M KCl, 20.0 mM imidazole-HCl(pH=7.0), 4.0 mM MgCl2, 10.0 mM DTT)に溶
解させて，15～20 mg/mlのミオシン溶液を得た．ミオシン溶液を 25 ℃のウォー
ターバス (AS ONE, THERMO MAX TM-1)で 10分間静置した．その後，α-キモ
トリプシン溶液 (1.0 M KCl, 20.0 mM imidazole-HCl(pH=7.0), 4.0 mM MgCl2, 1.0
mg/ml α-キモトリプシン, 10.0 mM DTT)を α-キモトリプシンの最終濃度が 12.5
µg/mlになるように加えてミオシンを消化した．消化の反応時間は 7分間とし，ミ
オシン溶液の 9倍量の冷却 PMSF溶液 (3.0 mM MgCl2, 0.1 mM PMSF, 0.5 mM
DTT)を加えて反応を停止させると同時に未消化のミオシンと消化されて生じた
LMMを凝集させた．このHMMを含む溶液を氷温で 10分間静置した後，ミオシ
ンとライトメロミオシン (LMM)の凝集体を除去するために 12,000 rpm, 20 min, 4





100XOHRCG; 屈折率 n = 1.78)，60倍の対物レンズを使用する場合にはマツナ
ミガラス社製 (MICRO COVER GLASS NEO No.1, 24× 36 mm, 屈折率 n =
1.5255±0.0015)を用いた．カバーガラスは，対物レンズの倍率に関わらず，マツ
ナミガラス社製 (MICRO COVER GLASS NEO No.1, 18× 18 mm)を用いた．た
だし，100倍の対物レンズを使用する場合には，カバーガラスをダイヤモンドカッ
ターを用いて 9× 9 mmに切断して用いた．
オリンパス社製のスライドガラスは，次のように洗浄した．薄めた中性洗剤液
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に浸して 15分おきに攪拌しながら 2時間超音波洗浄 (yamato; BRANSONIC 2510
J-DTH)した．超純水でスライドガラスを洗浄した後，純水で 50倍に薄めた無燐
アルカリ洗剤液 (AS ONE)に浸して 15分おきに攪拌しながら 3～5時間超音波洗
浄した．最後に，洗剤を完全に除去するために，超純水でスライドガラスを十分
に洗浄した．洗浄されたスライドガラスは，60 ℃に加熱されたオーブン (yamato;
constant temperature oven DNF44)で 1時間乾燥された．
マツナミガラス社製のガラスは，次のように洗浄した．薄めた中性洗剤液に浸
して 15分おきに攪拌しながら 2時間超音波洗浄した．超純水でガラスを洗浄した











%(v/v) HCl, 70.0 %(v/v) EtOH)に浸して，室温で 1時間超音波処理した．超純
水でスライドガラスを洗浄した後，スライドガラスの片面を 0.01 %(v/v) Poly-L-








ン繊維 (図 4.3.1)は，TRITC-Phとアクチンを等モル比で混合 (1.6 µM G-actin, 1.6
µM TRITC-Ph, 25.0 mM KCl, 25.0 mM imidazole-HCl(pH=7.4), 2.0 mM MgCl2,
0.2 mM ATP, 1.0 mM DTT)し，4 ℃で 12時間反応させることで得られた．長さ
100～200 nmの短い全標識アクチン繊維は，長さ数マイクロメートルの全標識ア
クチン繊維をニードル (TERUMO, 27 G 3/4” 0.40× 19 mm)を装着したシリンジ
(TERUMO, 1 ml, ツベルクリン用)を用いて機械的に切断して得られた．
アクチン繊維をまだら状に蛍光標識したまだら標識アクチン繊維 (図 4.3.2)を調
整した [H16]．まだら標識アクチン繊維は，ファロイジンとアクチンをモル比 3対
1で混合した溶液 (1.6 µM G-actin, 4.8 µM TRITC-Ph, 25.0 mM KCl, 25.0 mM
imidazole-HCl(pH=7.4), 2.0 mM MgCl2, 0.2 mM ATP, 1.0 mM DTT)と短い全標
識アクチン繊維を含む溶液 (1.6 µM fragmented F-actin, 25.0 mM KCl, 25.0 mM
imidazole-HCl(pH=7.4), 2.0 mM MgCl2, 0.2 mM ATP, 1.0 mM DTT)を容量比 4
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順で準備された．HMM溶液 (25.0 mM KCl, 25.0 mM imidazole-HCl(pH=7.4), 4.0
mM MgCl2, 0.01-0.05 mg/ml HMM, 1.0 mM DTT)をコロジオン処理を施したスラ
イドガラスに滴下した後，カバーガラスを置いてフローセルを作成した．HMM溶
液をフローセル内に 60秒間静置し，HMMをスライドガラス上に固定した．次に，
HMM溶液をBSA溶液 (25.0 mM KCl, 25.0 mM imidazole-HCl(pH=7.4), 4.0 mM
MgCl2, 1.0 mg/ml BSA, 1.0 mM DTT)に交換して，60秒間静置した．同様の手順
を繰り返して，HMM分子間のスライドガラス露出部位にBSAを固定した．次に，
BSA溶液をアクチン溶液 (25.0 mM KCl, 25.0 mM imidazole-HCl(pH=7.4), 4.0
mM MgCl2, 0.5 µg/ml F-actin, 0.018 mg/ml catalase, 0.1 mg/ml glucose oxidase,
3.0 mg/ml glucose, 1.0 mM DTT)に交換して 15秒間静置し，HMM上に蛍光標
識アクチン繊維を固定した．最後に，アクチン溶液をATP溶液 (0-2.0 mM ATP,
25.0 mM KCl, 25.0 mM imidazole-HCl(pH=7.4), 4.0 mM MgCl2, 0.018 mg/ml
catalase, 0.1 mg/ml glucose oxidaze, 3.0 mg/ml glucose, 1.0 mM DTT)に交換す
る手順を 2回繰り返した．
蛍光標識アクチン繊維の観察 (図 4.3.5)には，落射蛍光観察装置 (Olympus, IX-
FLA)と全反射式蛍光照明システム (Olympus, IX2-RFAEVA)を搭載した倒立リ
サーチ顕微鏡 (Olympus, IX70)を用いた．落射蛍光観察装置を使用する場合は，
水銀ランプ (USHIO INC., USH-I02D)照明とした．全反射式蛍光照明システム
を使用する場合は，Nd:Yag 2倍波レーザー (JDS Uniphase, µGreen SLM Laser
Model 4611-010-0980; JDS Uniphase, µ-LASER CONTROLLER MODEL 4802-
1000; Olympus, FV5-FUR)を使用した全反射照明とした．また，対物レンズは，60
倍 (Olympus, PlanApo 60X, oil, NA=1.45, TIRFM)の対物レンズと 100倍 (Olym-
pus, Apo 100X, oil, NA=1.65, HR)の対物レンズとを用いた．液浸油は，60倍
対物レンズ使用時にはOlympus社製 (n23 ℃e =1.518)，100倍対物レンズ使用時には
Cargille Laboratories社製 (n25 ℃e =1.780± 0.0005)を用いた．
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イアコントローラー (Image Intensifier Controller M4314)，キャプチャボード (I-O












リ洗浄液 (0.1 M KOH EtOH Solution)に浸して 15分おきに攪拌しながら 2～3時
間超音波洗浄した．最後に，超純水で十分に洗浄した．白金線をPoly-L-Lysine処
理の前処理液 (1.0 % (v/v) HCl, 70 % (v/v) EtOH)に浸して 15分おきに攪拌しな




線を全標識アクチン繊維を含む溶液 (25.0 mMKCl, 25.0 mM imidazole-HCl(pH=7.4),
2.0 mM MgCl2, 0.15 mg/ml F-actin, 1.0 mM DTT)に浸して 15分おきに攪拌しな
がら 2時間静置した．白金線に吸着した蛍光標識アクチン繊維以外の蛍光物質を除
去するために，白金線を Buffer(25.0 mM KCl, 25.0 mM imidazole-HCl(pH=7.4),
2.0 mM MgCl2, 1.0 mM DTT)に浸して，15分おきに攪拌しながら 2時間静置した．
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図 4.3.1 全蛍光標識アクチン繊維の顕微鏡増
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図 4.3.2 まだら標識アクチン繊維の顕微鏡増
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図 4.3.3 フローセルの模式図
Figure 4.3.3 A flow cell for a reconstruction motility assay system
溶液交換が可能なフローセルは，白色ワセリンを両端のスペーサーとしたカバーガラスをスライ
ドガラス上に置くことで作成された．溶液交換は，溶液注入口から流した溶液を溶液吸込み口から
濾紙 (ADVANTEC, QUALITATIVE No.1)で吸収することで行われた．
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図 4.3.4 再構成運動系の模式図
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図 4.3.5 顕微鏡観察のシステム図
Figure 4.3.5 A system of microscope observation for a fluorescent actin filament in
a reconstruction motility assay system
顕微鏡は防振台上に設置された．観察には水銀ランプ照明の落射蛍光観察装置とレーザー光による
全反射照明の全反射蛍光照明システムとを用いた．二つの照明の光路切替は，移動式ミラー (MM)
で行った．照明光を減光フィルタ (ND)を通過して減光した後に励起光フィルタによって 530 nm
から 550 nmの波長 (励起光)を通過させる．励起光はダイクロイックミラー (DM)によってレン
ズ方向へ反射された後，レンズを通して試料に照射される．励起光はそのまま外に放たれ，励起さ
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洗浄されたスライドガラス (Olympus, APO100XOHRCG)上に蛍光標識アクチ
ン繊維を吸着させた白金線を置き，白色ワセリンのスペーサーを置いたカバーガラ
スをかけてフローセルを作成した．フローセルに観察用Buffer(25.0 mM KCl, 25.0
mM imidazole-HCl(pH=7.4), 4.0 mM MgCl2, 0.018 mg/ml catalase, 0.1 mg/ml










サンプル表面を原子間力顕微鏡 (AFM: 日本ビーコ, Multi Mode AFM)のタッ
ピングモードで走査した．共振周波数は 224 kHzとした．走査結果は，ソフト




記録された顕微鏡像は，C言語で作成されたプログラム (Microsoft, Visual Studio
2005)を用いて解析された．
53
Doctor’s Thesis at Future University Hakodate, 2011 Itsuki KUNITA
図 4.4.1 白金線に吸着した蛍光標識アクチン繊維の観察イメージ




























(Pi−1(x, y)− Pi(x, y))・(Pi+1(x, y)− Pi(x, y))






































































度とする画像 1と画像 2を生成した．画像 1上の任意の点 P(x0, y0)を着目点とし
て，点Pを中心とする n× n格子の小領域 ((基準)相関格子)を考える．この格子
内の濃度レベルを各ピクセルごとに f1, f2,…, fn2とする．同様に画像 2について，
点 Pを中心とする小領域の濃度レベルを g1, g2,…, gn2 とする．二つの相関格子間
の濃度レベル f, gについての相関係数 (ρ)を次式とした．
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図 4.5.1 アクチン繊維の骨格の解析
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図 4.5.2 アクチン繊維の骨格の屈曲角度
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図 4.5.3 アクチン繊維の蛍光標識部位の重心位置とその位置における輝度の決定
Figure 4.5.3 A defenision of position of the center of gravity and the intensity on





































ガラスの屈折率 (nh)，溶液の屈折率 (nl)，レーザー光の波長 (λ)，レーザー光の入
射角 (θ)，全反射が生じる界面での蛍光輝度 (I0)，観察された蛍光標識アクチン繊
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に変換する曲線を規定した．










































白金線の直径が，0.1 mm, 0.3 mm, 0.5 mm, 0.8 mmの白金線を用いて，アクチ
ン繊維の高さ制御の可能性を検証した．その結果，直径 0.1 mmの白金線は処理過
程で形状が変化すると共に，溶液中で浮遊するためにガラス面に接地することが















のとき，式 (5.1)の各パラメータは，nh = 1.78，nl = 1.33，λ = 532 nm，I0 = 167.5，
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図 5.1.1 蛍光標識アクチン繊維の輝度と高さとの関係
Figure 5.1.1 The relationship between the intensity of fluorescent actin filament
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図 5.1.2 本測定システムにおけるレーザー光の入射角度の推定



























の範囲 (図 5.1.3)，コロジオン膜表面の凹凸は±0.45 nmの範囲 (図 5.1.4)であった．
これらの凹凸はアクチン繊維の高さの変動のスケールに対して十分に小さい値で
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図 5.1.3 スライドガラス面の平面性
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図 5.1.4 スライドガラス上のコロジオン膜の平面性
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図 5.1.5 スライドガラス表面のコロジオン膜の厚さ
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結果，図 5.2.4に示されるように，高さの分布はおよそ 70 nmとおよそ 150 nmの
2つのピークを示した．その分布の面積比は，およそ 70 nmのピークを持つ分布













Figure 5.2.1 The trajectory of each marker spot on an actin filament during sliding
movement in a reconstruction motility assay system
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図 5.2.2 アクチン繊維の滑り運動速度のATP濃度依存性
Figure 5.2.2 The relationship between the ATP concentration and the sliding ve-
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図 5.2.3 滑り運動するアクチン繊維の高さの時間変化
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図 5.2.4 滑り運動する断片化されたアクチン繊維の高さの分布
Figure 5.2.4 Histgram of height of the sliding fragmented actin filaments
再構成運動系で滑り運動している断片化されたアクチン繊維の高さのヒストグラム．断片化され
たアクチン繊維は，長いアクチン繊維と同様に上下に揺らぎながら滑り運動していた．高さの分布
はおよそ 70 nmとおよそ 150 nmの 2つのピークを示した．その分布の面積比は，およそ 70 nm
のピークを持つ分布に対しておよそ 150 nmのピークを持つ分布の方が 4倍程度大きかった．
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図 5.2.5 滑り運動するアクチン繊維の輝度の運動速度依存性
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図 5.2.6 滑り運動していないアクチン繊維の高さの時間変化
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図 5.2.7 滑り運動していない断片化されたアクチン繊維の高さの分布
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図 5.2.8滑り運動していないアクチン繊維の高さの平均値とその標準偏差との関係
Figure 5.2.8 The relationshipe between average of height and variance of height
on the non-sliding actin filaments
滑り運動していないアクチン繊維の高さ変動は，高さの平均値の増大に伴ってその標準偏差も増
大する傾向にあった．また，アクチン繊維の高さの平均値が最低となるおよそ 70 nmの高さはガ
ラス面に固定された HMMのヘッドの高さ程度であり，そのときの標準偏差の 20 nmの大きさは
HMMのヘッドの稼動範囲程度であった．
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5.2.3 アクチン繊維とミオシンとの相互作用位置の推定
アクチン繊維の高さの変動からアクチン繊維とミオシン (HMM)との相互作用
位置を推定した．図 5.2.9に 0.1 mM ATP存在下で滑り運動するまだら標識アクチ
ン繊維上の二点の蛍光標識部位の高さの時間変化を示す．この二点の蛍光標識部
位間の距離は 1.65 µm，アクチン繊維の滑り運動速度はおよそ 3 µm/secであった．
二つの蛍光標識部位の高さの時間変化の関係性を明らかにするために，二つの蛍
光標識部位間の高さの相互時間相関を求めた．その結果，図 5.2.10に示されるよう
に，およそ 0.55 sec周期で正の弱い相関が見られた．ここで，およそ 3 µm/secで
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図 5.2.9 1本のアクチン繊維上ある二つの蛍光標識部位の高さの時間変化
Figure 5.2.9 The time developments of height on each marker spots along an actin
filament
0.1 mM ATP存在下で滑り運動する 1本のアクチン繊維上にある二つの蛍光標識部位の高さの時
間変化．二つの蛍光標識部位間は 1.65 µmである．
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図 5.2.10 1本のアクチン繊維上にある二つの蛍光標識部位の高さの時間相関
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(a)
(b)
図 5.2.11 アクチン繊維の高さ変動におけるDrop Point
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図 5.2.12 アクチン繊維の高さ変動におけるDrop Pointと運動の軌跡
Figure 5.2.12 The drop points and trajectories on the height change of actin fila-
ments
図中の赤と青の実線は，それぞれアクチン繊維上の 2つの蛍光標識部位 Spot 1および Spot 2の
運動の軌跡を示す．また，黄色と緑色のサークルはそれぞれ Spot 1と Spot 2の Drop Pointを示
す．二つの蛍光標識部位の軌跡が重なる位置に Drop Pointが生じる傾向にあった．
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図 5.2.13 1本のアクチン繊維上にある二つの蛍光標識部位の高さの空間相関




繊維上の 2つの蛍光標識部位 Spot 1と Spot 2の Drop Pointを示す．正の相関が見られる位置と
Drop Pointが一致していることがわかる．
88






















Doctor’s Thesis at Future University Hakodate, 2011 Itsuki KUNITA
図 5.3.1 滑り運動しているアクチン繊維の運動の軌跡と端点の角度の変化
([ATP]=0.02 mM)
Figure 5.3.1 The trajectory of a sliding actin filament and the angle change on the
end points ([ATP]=0.02 mM).
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図 5.3.2 滑り運動しているアクチン繊維の運動の軌跡と端点の角度の変化
([ATP]=0.20 mM)
Figure 5.3.2 The trajectory of a sliding actin filament and the angle change on the
end points ([ATP]=0.20 mM).
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図 5.3.3 滑り運動しているアクチン繊維の運動の軌跡と端点の角度の変化
([ATP]=2.00 mM)
Figure 5.3.3 The trajectory of a sliding actin filament and the angle change on the
end points ([ATP]=2.00 mM).
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において後端から先端へ向かう 1 µm/sec程度の屈曲波が，観測開始後 0.5～2.0 秒
にかけて先端で反射して先端から後端に向かう 5 µm/sec程度の屈曲波へ切り替わ
る様子が記録された．また，図 5.3.6において後端から先端へ向かう 4 µm/sec程
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図 5.3.4 アクチン繊維の形状変化を示すキモグラフ ([ATP]=0.02 mM)
Figure 5.3.4 The kymograph of transformation on a sliding actin filament
([ATP]=0.02 mM)
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図 5.3.5 アクチン繊維の形状変化を示すキモグラフ ([ATP]=0.20 mM)
Figure 5.3.5 The kymograph of transformation on a sliding actin filament
([ATP]=0.20 mM)
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図 5.3.6 アクチン繊維の形状変化を示すキモグラフ ([ATP]=2.00 mM)
Figure 5.3.6 The kymograph of transformation on a sliding actin filament
([ATP]=2.00 mM)
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の屈折率 (nl)，レーザー光 (投射光)の波長 (λ)，レーザー光の入射角 (θ)，全反射
が生じる界面での蛍光標識アクチン繊維の輝度 (I0)，観察された蛍光標識アクチ
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ラス面からおよそ 150 nmの高い位置からおよそ 80～90 nmの低い位置に急降下
する現象が観察された (図 5.2.3)．この現象は，全標識アクチン繊維を短く断片化
したアクチン繊維の運動でも観察された．そして，その高さの分布は，およそ 80
nmの高さとおよそ 150 nmの高さに 2つのピークを示した (図 5.2.4)．その分布の
108
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関を求めた結果，およそ 0.55 secの周期で正の弱い相関が見られた (図 5.2.10)．こ
の 2つの蛍光標識部位間の距離はおよそ 1.65 µm，アクチン繊維の滑り運動速度は


























































る舞いも見られた．例えば，図 5.3.6において後端から先端へ向かう 1 µm/sec程
度の屈曲波が，観測開始後 0.5～2.0秒にかけて先端で反射して先端から後端へ向
かう 5 µm/sec程度の屈曲波へ入れ替わる様子が観察された．また，図 5.3.6にお
いて，後端から先端へ向かう 4 µm/sec程度の屈曲波が，観測開始後 1.5秒付近で
反射して先端から後端へ向かう 6 µm/sec程度の屈曲波へと入れ替わる現象が観察
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= (Mj+1 −Mj) + n · sin(θj)
Mj = Kl(θj − θj−1) +Kn(θj − θj−1)3
ここで，jはユニット番号，θjはユニット間の屈曲角度，Mjは結合バネの復元
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図 6.2.1 アクチン繊維の一次元弾性体モデル
Figure 6.2.1 One-dimensional elastic body model for an actin filament.
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図 6.2.2 一次元弾性体モデルで生じる屈曲伝播
Figure 6.2.2 The winding propagation of one-dimensional elastic body model.
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